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(54) Titrc: COMPLEXE PROTEIQLiE DODECAEDRIQUE ADENOVIRAL. COMPOSITION LE CONTENANT ET SES APPLICA- 
TIONS 

(57) Abstract 

A native or recombinant adenoviral protein complex, a pharmaceutical composition containing said protein complex, and the uses 
thereof for treating and preventing human and animal diseases, are disclosed. Said adenoviral protein complex consists of either 12 pentons 
each including at lea5t one fibre and a penton base but no other element from an adenovirus genome, said fibre(s) and said penton base 
being derived from one or more adenoviruses, said pentons being bound by the penton bases and forming a proteolytic enzyme-stable 
dodecahedral structure, said complex having a molecular weight between 4.8 x 10^ and 6.6 x 10^, and such complexes being known as 
dodecahedron-penton complexes; or 12 penton bases but no other element from an adenovirus genome, said penton bases being derived 
from one or more adenoviruses and forming a proteolytic enzyme-stable dodecahedral structure, said complex having a molecular weight 
between 3.2 x 10*' and 4 x 10^, and such complexes being known as dodecahedron-base complexes. 

(57) Abr<Sg^ 

Complexe prot^ique adenoviral natif ou recombinant, composition pharmaceulique comprenant ledit complexe prot^ique ainsi que 
leurs applications dans le traitement et la prevention des maladies humaines et animates. Ledit complexe prot^ique adenoviral est constitud: 
soit de 12 pentons. comprenant chacun au moins une fibre et une base de penton, k Texclusion de tout autre eidment constitutif du genome 
d'un adenovirus, lesquelles fibre(s) et base du penton sont derivees soit du meme adenovirus, soit d'adenovirus differcnts, lesdits pentons 
eiant lies par les bases de penton et formant une structure en dodecafedrc, stable aux enzymes proteolyiiques, lequel complexe presente un 
poids moieculaire compns entre 4,8.10^ et 6.6.10*; de tels complexes sont denommes complexes doddcaed re -penton; soit de 12 bases de 
penton, ^ Pcxclusion de tout autre element constitutif du genome d'un adenovirus, lesquelles bases de penton sont derivees soit du meme 
adenovirus, soit d'adenovirus differents, et forment une structure en dodecaedre. stable aux enzymes proteolytiques et en ce qu'il presente 
un poids moieculaire compris entre 3,2. 10^ et 4.10^; de tels complexes sont denommes complexes dodecaddre-base. 
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COMPLEXE PROTEIQUE DODECAEDRIQUE ADENOVIR^VL, 
COMPOSITION LE CONTENANT ET SES APPLICATIONS 

La presente invention est relative a un complexe proteique adenoviral 
natif ou recombinant, a une composition pharmaceutique comprenant ledit complexe 
5 proteique ainsi qu'a leurs applications dans le traitement (medicaments) et la pre- 
vention (vaccins) des maladies humaines et animales. Ledit complexe proteique est 
notamment apte a dispenser a des cellules cibles convenabies, des sequences nuclei- 
ques, des proteines, des peptides ou des substances chimiques d'interet. 

La presente invention est egalement relative a des vecteurs 
10 d'expression dudit complexe proteique. 

Les adenovirus constituent une famille de virus animaux a ADN 
regroupant plus de 90 serotypes infectant difterentes especes, dont presque 50 sero- 
types humains differents. Le tropisme cellulaire des adenovirus a pour consequence 
r infection des voies respiratoires, gastro-intestinales, urinaires et des yeux, 
15 Ces virus sont responsables de 3 % de la totalite des infections chez 

rhomme, de 10 % des pneumonies infantiles et de 15 % des infections intestinales chez 
Tenfant. 

La particule d'adenovirus est relativem^ent complexe et comprend 
plusieurs sous-structures ; en particulier, la partie exteme ou capside est formee majori- 
20 tairement de trois proteines : Thexon, la base du penton et la fibre (voir figure 1). 

Le penton, un complexe non covalent forme d'une proteine.trimeri- 
que, la fibre et d'une proteine pentamerique, la base du penton, forme les sommets de 
ricosaedre viral. 

Chacune des deux proteines formant le penton joue un role fonda- 
25 mental dans ! 'infection : la fibre permet Tattachement du virion a un recepteur cellu- 
laire ; la base du penton permet Tintemalisation du virion, probablement grace a 
rinteraction avec les integrines cellulaires (liaison aux integrines. recepteurs de la 
vitronectine et de la fibronectine, par Fintermediaire de la sequence arg-gly-asp pre- 
sente au niveau de la base du penton) (Wickham et al.. Cell, 1993, 73, 309-319). II 
30 existe en outre des observations qui suggerent que la base du penton a une activite 
endosomolytique, permettant Techappement dans le cytoplasme des molecules co- 
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internalisees avec le virus (Seth et a!.. Vims Attachment and Emrv into Ceil.w 1986, 
Ed. R.L. Crowell & K. Lonberg-Holm, 191-! 95). 

La liaison des adenovirus aux cellules et leur intcrnalisation sent done 
deux evenements distincts mais qui cooperent. 

5 La capacite a infecter des cellules quiescentes varices fait de 

Tadenovirus un vecteur de choix pour la therapie genique. 

Les methodes couramment employees sont basees sur Tadministra- 
tion repetee d*adenovinis recombinants, deficients pour la replication, vehiculant le 
gene-cible (Demandes intemationales PCT WO 95/02697 et WO 95/14101, au nom de 
10 Rhone-Poulenc Rorer SA). 

Toutefois. les traitements preconises avec de tels adenovirus defi- 
cients presentent au moins les inconvenients suivants ; 

- risque de restauration en trans de la pathogenicite du virus recom- 
binant chez un sujet traite et simultanement infecte par un adenovirus sauvage ; 
15 - reactions immunitaires et inflammatoires, lors de Tadministration 

repetee de Tadenovirus recombinant, dues a Tintroduction massive de particules virales 
apportant des proteines etrangeres. 

qui mettent un frein a leur utilisation en tant que vecteur en therapie genique, chez 
I'homme. 

20 Pour eviter de tels inconvenients, il a ete propose d'utiliser unique- 

ment le penton ou la base du penton, independamment du reste de genome de 
Tadenovirus, pour faciliter le transfert de genes exogenes dans des cellules botes 
(Demande Internationale PCT WO 94/17832, au nom de The Scripps Research 
Institute). Bien qu'une telle approche presente des avantages par rapport aux adeno- 

25 virus recombinants deficients pour la replication, de telles structures (penton ou base 
du penton) sont fragiles, notamment la base du penion, qui peut etre detruite par pro- 
teolyse. 

En consequence, le Demandeur s'est donne pour but de pourvoir a 
un vecteur utilisable en therapie genique qui reponde mieux aux besoins de la pratique 
30 que les vecteurs de TAxt anterieur ; un tel vecteur ne presente ni les inconvenients des 
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adenovirus recombinants, ni la fragilite du penton ou de la base du penion, telle que 
precisee ci-dessus. 

La presente invention a pour objet un complexe proieique adenoviral, 
caracterise en ce qu'il est constitue soit ; 
5 - de 12 pentons. comprenant chacun au moins une fibre et une base 

de penton, a Texclusion de tout autre element constitutif du genome d'un adenovirus, 
lesqueiles fibre(s) et base du penton sont derivees soit du meme adenovirus, soit 
d 'adenovirus differents, lesdits pentons etant lies par les bases de penton et formant 
une structure en dodecaedre, stable aux enzymes proteolytiques, lequel complexe 

10 presente un poids moleculaire compris entre 4,8.10^ et 6,6.10^ ; de tels complexes sont 
denommes ci-apres complexe dodecaedre-fibre ou dodecaedre-penton ; 

- soit de 12 bases de penton, a Texciusion de tout autre element 
constitutif du genome d'un adenovirus, lesqueiles bases de penton sont derivees soit du 
meme adenovirus, soit d'adenovirus difFerents, et forment une structure en dodecaedre, 

15 stable aux enzymes proteolytiques et en ce qu'il presente un poids moleculaire compris 
entre 3,2.10^ et 4.10^; de tels complexes sont denommes ci-apres complexes 
dodecaedre-base. 

Lesdits complexes ne comprennent done aucun element du genome 
d'un desdits adenovirus. Lesdits complexes proteiques dodecaedriques natifs ou 
20 recombinants, facilitent le transfert de genes etrangers, de sequences nucleiques, de 
proteines, de peptides ou de molecules chimiques dans les cellules cibies. 

Conformement a Tinvention, lesdits adenovirus sont selectionnes 
parmi les adenovirus humains et notamment I'adenovirus de type 2 (Ad2), Tadenovirus 
de type 3 (Ad3), Fadenovirus de type 5 (Ad5), Tadenovirus de type 4 (Ad4), 
25 Tadenovirus de type 7 (Ad7), Padenovirus de type 9 (Ad9), Tadenovirus de type 1 1 
(Adl 1), I'adenovirus de type 15 (Ad 15) ou les adenovirus enteriques (Ad40 et Ad41) 
et les adenovirus aviaires. 

Selon un mode de realisation avantageux desdits complexes protei- 
ques dodecaedriques recombinants, au moins Tun de ses constituants (base et/ou fibre) 
30 peut etre modifie pour augmenter TafFmite vis-a-vis d'un type ceilulaire particulier. 

Un tel complexe proteique ainsi modifie ne presente pas de diminu- 
tion dans ses proprietes d'attachement a la cellule cible et dMnternalisation dans ladite 
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cellule, d'une part par rapport a Tadenoviajs sauvage et d'autre part par rapport au 
complexe selon IMnvention dans lequel lesdits consiituants ne sont pas modifies. 

Par exemple, une sequence d'attachement a d^autres recepieurs, tels 
que le recepteur CD4 present sur les cellules T, peut etre incorporee sur la fibre par des 
5 techniques d'ADN recombinant (association ligand-fibre). 

On peut citer comme exemples de ligands appropries, la boucle V3 
de la gpl20 d'HIV (liaison avec le CD4), la transferrine (liaison au recepteur de la 
transferrine), les LDL (liaison aux recepteurs LDL), des proteines deglycosylees et des 
anticorps. 

10 Un complexe proteique dodecaedrique prefere selon Tinvention est 

constitue soit de 12 bases de penion, correspondant a celles d'un adenovirus selec- 
tionne dans le groupe constitue par Ad3, Ad4, Ad7, Ad9, Ad II et Ad 15, soit de 12 
pentons dont les sequences des fibres correspondent a celles de i'un quelconque des 
adenovirus humains, enteriques ou aviaires precites et dont les sequences des bases du 

15 penton correspondent a celles d'un adenovirus selectionne dans le groupe constitue par 
Ad3, Ad4, Ad7, Ad9, Adl 1 et Adl5, de preference a celles dc Tadenovirus de type 3 
(Ad3). 

Un autre complexe proteique dodecaedrique prefere selon 1' invention 
est constitue de 12 pentons, dont les sequences des fibres correspondent a celles de 

20 fadenovirus de type 2 (Ad2) ou de fadenovirus de type 5 (AdS) et dont les sequences 
des bases du penton correspondent a celles de I' adenovirus de type 3 (Ad3). 

L'utilisation du complexe proteique adenoviral selon Tinvention a la 
place du virion de Tadenovirus elimine le danger de Tinfection fortuite par Tadenovirus 
et est accompagnee par de beaucoup plus faibles reactions immunitaires et inflamma- 

25 toires , il est en outre particulierement stable et la presence des 12 bases du penton 
augmente de maniere significative la vitesse de lyse des endosomes (passage cyto- 
plasmique plus rapide), par rappon a une structure ne contenant qu'un penton ou 
qu'une base. 

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit complexe pro- 
30 teique adenoviral recombinant, il comprend en outre au moins un hexon ou une autre 
proteine viraie. 
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La presente invention a egalement pour objet une composition phar- 
maceutique, caracterisee en ce qu'elle comprend essentiellement un complexe protei- 
que adenoviral salon Tinvention et au moins une autre substance chimique. 

Scion un mode de realisation avantageux de ladite composition. 
5 ladite autre substance chiniique est selectionnee dans le groupe constitue par des 
sequences nucleiques, des proteines, des peptides et des substances chimiques phar- 
macologiquement actives. 

Lorsque la substance chiniique est une proteine, cette demiere a de 
preference des proprietes immunoprotectrices et antigeniques, et est particulierement 
10 bien adaptee a ia preparation d'un vaccin. 

Lorsque la substance chimique est une substance chiniique pharma- 
cologiquement active, elie est notamment selectionnee parmi les toxines cellulaires, 
telles que les agents anticancereux et notamment les anthracyclines. 

Dans ce dernier cas, la composition selon Tinvention a Tavantage 
15 d'eviter le mecanisme de resistance habituellement rencontre avec les anticancereux. En 
effet, le developpement d'une resistance a une chimiotherapie antitumorale constitue un 
obstacle majeur au traitement des cancers humains. Cette resistance est due en grande 
partie a Tinduction de I'activite d'une pompe extracellulaire tres efFicace qui ne permet 
pas le transpon de la substance pharmacologiquement active a Tinterieur de la cellule. 
20 Or, de maniere surprenante, la composition selon I'invention permet Tintroduction de 
la substance pharmacologiquement active dans ia cellule, en contournant ce mecanisme 
de resistance. 

Lorsque la substance active est une sequence nucleique, elle est 
selectionnee parmi les genes qui codent pour un polypeptide presentant une aciivite 
25 therapeutique, les sequences anti-sens et les ribozymes. 

Dans le cas d'une sequence codante, elle comprend en outre un pro- 
moteur actif pour Texpression du polypeptide. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, le pro- 
moteur est selectionne dans le groupe constitue par des promoteurs constitutifs et des 
30 promoteurs inductibles. 

Ladite substance chimique active peut etre liee au complexe protei- 
que adenoviral selon Tinvention au moins de deux fa^ons differentes : 
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- soil par rintenmediaire d'une liaison passagerc, telle qu'une liaison 
ionique ou hydrophobe, qui pout etre detruite et permet ainsi le passage de la substance 
active dans le noyau (expression d'un gene au niveau du noyau) (ligand selectionne 
parmi les substances aptes a produire une liaison ionique ou hydrophobe avec ladite 

5 substance active) ; 

- soit par riniermediaire d*une liaison stable, telle qu'une liaison 
covalente, par exemple, qui retient la substance active dans le c>^oplasme ; un tel type 
de liaison est en particulier interessant pour la preparation de composition vaccinales 
(persistance do la substance active dans le c>^oplasme) (ligand selectionne parmi les 

1 0 substances aptes a produire une liaison covalente avec ladite substance active). 

En effet, ladite substance chimique, notamment une sequence d'acide 
nucleique, une proteine ou un peptide, peut etre associee (de maniere covalente ou 
non-covalente) a un ligand convenable. 

Parmi les ligands convenables, on peut citer les peptides dont la 
15 partie N-terminale comprend la sequence en aminoacides N-terminale d'une fibre 
d'adenovirus de n'importe quel serotype (zone d'attachement au complexe proteique 
selon Tinvention) et dont la panic C-ierminale comprend : 

- une polylysine (sequence qui permet Tattachement de la substance 
active, notamment lorsqu'il s^agit d'acide nucleique), 

20 - une polyarginine, 

- une partie ou la sequence complete d'une proteine de coeur de 
n'importe quel adenovirus (proteine VII, proteine p. des adenovirus humains ou pro- 
teines homologues rencontrees dans les adenovirus presents dans d'autres animaux), 

- une cysteine, ou 

25 - un complexe transferrine/poly-L-lysine, qui s'associe a ladite 

sequence nucleique ou a ladite proteine, pour former un conjugue. 

De tels peptides, denommes peptides bifonctionnels, sont lies par leur 
partie N-terminale au complexe proteique adenoviral selon Tinvention et par leur partie 
C-terminale, a un ADN plasmidique a transferer. 

30 Par exemple, le peptide comprenant une polylysine a son extremite 

C-terminale permet une liaison de type ionique, un peptide comprenant une cysteine a 
son extremite C-terminale permet une liaison de type covalent et Tassociation d*un 
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conjugue acide nucleique ou proteine et transferrine/poly-L-Lvsine, dans lequel la 
transferrine sc lie aux recepteurs de la transferrine a la surface des cellules cibles, avec 
le complexe proteique selon Tinvention permet un meilleur transport dc la substance 
chimique, des endosomes vers le cytoplasme. 
5 Un autre mode de transfert des sequences nucleiques ou des pro- 

teines est possible, en utilisant une reaction de complexation avidine-biotine et un 
anticorps anti-fibre, anti-base du penton ou anti-complexe proteique dodecaedrique. 
Une telle composition met en oeuvre : un complexe proteique dodecaedrique selon 
rinvention, un anticorps qui reagit soit avec la fibre, soit avec la base du penton, soit 
10 avec ie complexe proteique dodecaedrique, mais n'inhibe pas la fonctionnalite dudit 
complexe proteique, un vecteur contenant une sequence nucleique d'interet dans 
laquelle au moins un nucleotide est biotinyle, eventuellement liee a une sequence mar- 
queur ou une proteine biotinylee et une proteine chimerique consistant en proteine A 
liee a de la streptavidine (SA-PA). Du fait qu'un nucleotide ou la proteine est biotinyle, 
15 ils peuvent se lier a la proteine chimerique SA-PA. Dans une telle composition, TADN 
biotinyle ou la proteine biotinylee se lie a la proteine chimerique SA-PA ; le complexe 
.ADN lie a la SA-PA se lie ensuite via la moitie PA, a un anticorps qui reagit soit avec 
une fibre, soit avec une base du penton, soit avec le complexe proteique dodecaedri- 
que. Le produit complexe ainsi forme comprenant PA-anticorps immobilise-complexe 
20 proteique dodecaedrique se lie, par Tintermediaire du complexe proteique, aux recep- 
teurs specifiques de ce dernier, exprimes a la surface des cellules cibles. 

Dans tous les cas, la sequence d'acide nucleique exogene, la proteine 
d'interet ou toute autre substance chimique, incluse dans ou associee a la composition 
selon Tinvention, penetre dans la cellule (intemalisation) par Tintermediaire du com- 
25 plexe proteique dodecaedrique selon (invention. 

De maniere surprenante, T interaction dodecaedre-recepteur cellulaire 
accroit, de maniere significative, a la fois Tinternalisation de la composition selon 
rinvention et la permeabilite des endosomes, ce qui augmente, de maniere significative, 
le passage de Tacide nucleique exogene, de la proteine d'interet ou de toute autre 
30 substance chimique, des endosomes vers le cytoplasme, en comparaison avec 
Tutilisation d'une composition ne contenant qu'un seul penton. 
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Selon un autre mode de realisation de ladite composition pharmaceu- 
tique, elle comprend, en outre, au moins un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

Parmi les vehicules pharmaceutiquement acceptablcs, on peut citer 
aussi bien des vehicules adaptes a la voie d'administration recherchee tels que Teau, 
5 des sels, le dextrose, le glycerol, rethanol des huiles vegetales, le propylene glycol, le 
polyethylene glycol, Talcool benzylique (administration parenteral ou preparations 
liquides), que des liposomes ou d'autres polymeres (par exemple des polymeres catio- 
niques). 

De telles compositions peuvent, en outre, conienir des agents 
10 mouillants ou emulsifiants, des agents isotoniques, des agents de dissolution, des stabi- 
lisants, des colorants, des agents antiseptiques etc... 

Coaformement a Tinvention, ladite substance chimique active est soit 
incluse dans ledit complexe proteique dodecaedrique selon Tinvention, soit associee 
audit complexe , dans les deux cas, elle peut etre libre ou Hee audit complexe. 
15 Les compositions selon Tinvention peuvent etre administrees sous 

difFerentes formes et par difFerentes voies, telles que voie pulmonaire (aerosol), voie 
intraperitoneale, voie parenterale ou implant chirurgical. 

Les compositions selon Finvention ont de nombreuses applications 
comme medicaments, en medecine humaine et veterinaire : 
20 - en therapie genique humaine et animale, notamment dans les mala- 

dies hereditaires impliquant Tepithelium respiratoire telles que Temphyseme ou la 
mucoviscidose, 

- comme agents antiviraux (sequences anti-sens ou ribozymes), 

- comme agents immunogenes ou vaccinaux, 

25 - comme agents anti-bacteriens. anti-cancereux etc... 

La presente invention a, egalement, pour objet une composition 
comprenant essentiellement un complexe proteique dodecaedrique adenoviral, tei que 
defini ci-dessus et une substance chimique selectionnee parmi les sequences nucleoti- 
diques, les proteines et les substance chimiques actives pharmacologiquement, en tant 
30 que medicament ou en tant que vaccin. 

La presente invention a egalement pour objet une composition, com- 
prenant un complexe proteique dodecaedrique adenoviral, tel que defini ci-dessus et 
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une substance chimique selectionnee parmi les sequences nucleotidiques, les substances 
immunogenes, et ies substances anticanccrcuses, pour son utilisation dans le traitement 
des maladies humaines ou animates impiiquant des cellules exprimant des recepteurs 
specifiques des fibres d'adenovirus et/ou des cellules exprimant les recepteurs des 
5 integrines, notamment des integrines a^^y ou ttvpf, telles que ies cellules epitheliales. 
ies cellules endotheliales, les plaquettes sanguines, Ies cellules lymphoides et les cellules 
cancereuses et liberant une quantite efficace de ladite substance chimique active aux 
dites cellules. 

La presente invention a, en outre, pour objet un procede de prepara- 
10 tion dudit complexe proteique dodecaedrique adenoviral conforme a Tinvention. 

Un tel procede comprend, de preference les "etapes suivantes : 
(I) le clonage separe ou simultane du (ou des) gene(s) codant pour 
la/les fibre(s) d*un adenovirus, le gene codant pour la base du penton d'un adenovirus 
et eventuellement le gene codant pour Thexon d'un adenovirus, lesdits genes etant 
15 issus soit du meme adenovirus, soit d'adenovirus differents, dans au moins un vecteur 
baculovinjs, pour Fobtention de plusieurs ptasmides recombinants contenant soit un 
gene, soit deux genes (expression simultanee des deux fibres dans le cas d'un adenovi- 
rus contenant deux fibres par penton) ou pour Tobtention d'un plasmide recombinant 
contenant simultanement deux genes (ou trois genes, dans le cas de Tutilisatipn d'un 
20 adenovirus contenant deux fibres par penton) ; dans ce dernier cas, le vecteur baculovi- 
rus utilise comprend une cassette de double ou de triple expression, alors que dans le 
cas ou le complexe proteique selon Tinvention comprend en outre au moins un hexon, 
ledit vecteur baculovirus peut comprendre une cassette d 'expression multiple ; 

(2) la co-transfection du ou des plasmides recombinants et d'un 
25 fragment Imearise d' ADN de baculovirus, dans une cellule d'insecte ; 

(3) le criblage et la selection des clones recombinants de baculovirus 
exprimant, separement ou a la fois la/les fibres, la base du penton et evemuellement 
i'hexon ; 

(4) la purification des clones selectionnes correspondant a des bacu- 
30 lovirus recombinants replicables, contenant un ou plusieurs desdits genes, issus d'au 

moins un adenovirus et exprimant les proteines conrespondantes ; 
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(5) Textraction des proteines exprimees par lesdits baculovirus 
recombinants, comprenant essentiellement la lyse des cellules d'insecte. Peliminaiion 
des debris cellulaires et des noyaux par centrifugation ct la recuperation du sumaueant ; 
et 

5 (6) la purification du complexe proieique dodecaedrique selon 

rinvention, par application dudit surnageant (extrait de proteines) sur un gradient de 
saccharose, dont la fourchette de concentrations varie en fonction du poids moleculaire 
et de la densite des dodecaedres obtenus et recuperation des fractions, dans la zone des 
concentrations elevees en saccharose ; par exempic, pour les complexes formes a panir 

10 d'Ad2 et/ou d'Ad3, le gradient de saccharose varie de 15 a 40 %, et Ton recupere la 
fraction correspondant a une concentration en saccharose comprise entre 31 et 38 %. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, les cel- 
lules d'insecte de Tetape (2) sont selectionnees dans le groupe constitue par les cellules 
de Spodoptera fmgiperda et les cellules de Thchoplusia ni. 

15 En variante, la co-transfection de Tetape (2) est mise en oeuvre dans 

des cellules de Spodoptera fnigiperda et le procede comprend une deuxieme etape (4') 
de transfection des clones purifies de baculovirus recombinants obtenus a Tetape (4), 
dans des cellules d'insecte Tnchoplusia ni, 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, le 

20 vecteur baculovirus comprenant une cassette de double, triple ou multiple expression 
selon Fetape (1) est un vecteur comprenant deux ou trois promoieurs forts. 

On peut citer, par exemple, le vecteur de transfert pAcUW31 
(Clontech*^, qui comprend (i) le promoteur de la polyedrine et le promoteur plO, le 
promoteur de la polyedrine etant suivi d'un site unique de clonage BamHI et des 

25 signaux de polyadenylation de la polyedrine, alors que le promoteur plO est suivi des 
sites uniques de clonage Bgl II et EcoRl et d'un signal de polyadenylation du SV40, 
(ii) une origine de replication Ml 3, (iii) une origine de replication pUC et (iv) un gene 
reporter, tel que luciferase, (3-galactosidase ou gene de resistance a un antibiotique 
(ampicilline, par example). 

30 Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, 

ledit fragment linearise d*ADN de baculovirus de Tctape (2) est obtenu a panir d'un 
vecteur contenant trois sites de restriction Bsu36I et le gene lacZ a la place de la 
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sequence codant pour la polyedrine, par exemple, le vecteur d'ADN viral BacPAK6^' 
(Clontech), lequel vecteur est digere par Tenzyme de restriction Bsu36I avant ladite 
co-transfection de I'erape (2). 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit precede, la 
5 cellule d'insecte Spodoptera fntgiperda de Tetape (2) est selectionnee dans le uroupe 
constitue par les cellules SfZl et les cellules SfP. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit precede, la 
purification des clones de Tetape (4) est realisee par la mise en oeuvre d'au moins deux 
sous-clonages successifs. 
10 Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit precede, 

les cellules d'insecte Trichoplusia ni de Tetape (5) sent des cellules BTI-TN-5B1-4 
{Htgh Five^ d'Invitrogen). 

En vanante, la transfection de Tetape (4') comprend la co-transfec- 
tion de baculovirus recombinants qui contiennent les deux genes (ou les trois cenes, 
15 dans le cas d'un adenovirus contenant deux fibres par penton), issus d'adenovirus pre- 
cites, eventuellement associes a des baculovirus recombinants qui contiennent un seul 
des deux genes issus d'adenovirus. 

Conformement a ['invention, la transfection peut etre realisee par 
difFerentes methodes, selon le vecteur utilise ; methode au phosphate de calcium, 
20 methode au DEAE-dextran, methode de transfert stable, electroporation, methode aux 
liposomes. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit precede, 
Tetape (5) d'extraction de Tensemble des proteines exprimees par le baculovirus 
recombinant selectionne comprend Tobtention d'un extrait cellulaire par lyse des cellu- 

25 les de Trichoplusia au moyen de plusieurs cycles de congelation-decongelation, 
dans un tampon Tris lOmM pH8, ['elimination des debris cellulaires et des noyaux 
presents dans ledit extrait cellulaire par centrifligation pendant quelques minutes a 
7 000-10 000 g et la recuperation du sumageant. 

Selon encore un autre mode de mise en oeuvre avantageux dudit 

30 precede, Tetape (6) de purification du complexe proteique selon Tinvention comprend 
une centrifugation a 121 000 g au haut du tube et a 275 000 g au fond du tube, pen- 
dant 17 a 19 heures et a froid (4X). 
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Selon encore un autre mode de mise en oeuvre avantageux du pro- 
cede, le complexe proteique dodecaedrique purifiee a Tetape (6) est soumis a une con- 
centration. 

En variante, Tetapc (2) comprend risolement de I'ADN recombinant 
5 (plasmide recombinant) obtenu dans une bacterie et la transfection de cellules 
dMnsectes avec ledit ADN recombinant, conformement au procede GFBCO-BRJL, 
denomme Bac-to-Bac Bacu/ovirus expression sy^sfem. 

Les dodecaedres natifs sont.avantageusement obtenus par extraction 
des proteines exprimees par des cellules infectees par un adenovirus (voir etape (5) ci- 
10 dessus) et purification du complexe dodecaedrique sur un gradient de saccharose, dans 
les memes conditions que celles enoncees ci-dessus, pour la preparation des dodecae- 
dres recombinants. 

Outre les dispositions qui precedent, Tinvention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a des 
15 examples de mise en oeuvre du procede objet de la presente invention ainsi qu'aux 
dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 represcnte une vue schematique d*un adenovirus ; 

- les figures 2A et 2B montrent les resultats obtenus a panir de 
cellules exprimant la fibre et la base du penton, issues d'un Ad3 (dodecaedre Ad3) et 

20 representent deux gels d'electrophorese SDS-PAGE, obtenus a partir des fractions du 
gradient de saccharose : figure 2 A : resultat du transfert de proteine {Western blot ou 
immimo blot) ; figure 2B : resultat apres coloration au Bleu de Coomassie ; 

- les figures 3 et 4 illustrent le role de la base du penton dans la for- 
mation du dodecaedre ; 

25 - les figures 5 et 6 representent des micrographies electroniques res- 

pectivement de dodecaedre-fibre et de dodecaedre-base d'Ad3, colores negativemem 
avec du silicotungstate de sodium a 1 % ; ces micrographies sont realisees a partir d'un 
echantillon de materiel obtenu apres centrifijgation du gradient de saccharose variant 
de 3 1 a 38 %, melange, dialyse et concentre ; 

30 - la figure 7 represente un dodecaedre chimerique ; 

- les figures 8 et 9 illustrent Tintemalisation du complexe proteique 
dodecaedrique selon Tinvention, dans des cellules HeLa ; 
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- la figure 10 illustre rinternalisation d'un dodecaedre-base et d'un 
dodecaedre-fibre ; les histogrammes □ illustrent rinternalisation du dodecaedre-fibre 
et les histogrammes ■ illustrent rinternalisation d'un dodecaedre-base ; cette fiuure 
comprend, en abscisse, la quantite de particules virales/celluie (=MOI ou Multiplicity 

5 of Infection) et en ordonnee, les unites de fluorescence (unites de fluorescence arbi- 
traires) ; 

- la figure 1 1 illustre la transfection d'un plasmide contenant le gene 
codant pour la luciferase en presence d'un dodecaedrc-penton ou d'un dodecaedre- 
base, comparee avec la transfection effectuee par Tadenovirus recombinant apportant 

10 le meme gene , elle comporte, en abscisse, la quantite de particules virales/celluie 
(=MOI ou Multiplicity of Infection) et en ordonnee, la quantite de lumiere relative 
(-^RLU ou Relative Light Unit) ; 

- les figures 12A et 12B representent des micrographies electroniques 
respectivement de complexes ADN/peptide/dodecaedre-penton (A) et de complexes 

15 ADN/peptide/dodecaedre-base (B), colores negativement avec du silicotungstate de 
sodium a 1 % ; 

- la figure 13 montre Tinteraction du peptide bifonctionnel avec un 
complexe proteique dodecaedrique selon Tinvention et un ADN plasmidique ; cette 
figure represente un gel d'electrophorese. 

20 II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 

uniquement a titre d'illustration de Tobjet de Tinvention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 

EXEMPLE 1 : Clonage, expression et purincation du dodecaedre d'adenovirus 
de type 3. 

25 1. Amplification par PCR des genes de fibres et de la base du pemon . 

En utilisant la PCR, il est possible de synthetiser des sequences 
nucleotidiques codant pour des polypeptides utiles, qui peuvent etre inseres dans un 
vecteur approprie et utilises pour transformer une cellule specifique et les exprimer 
dans cette demiere. 

30 La methode pour produire ies genes exprimant la base du penton et la 

fibre du dodecaedre d*adenovirus selon Tinvention depend de la preselection 
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d'oligonucleotides en tant qu'amorces dans une reaction de polymerisation en chaine 
(PGR). 

La sequence des genes de la base du penton et de la fibre de VAd2 a 
ete decrite respectivement dans CUZANGE et al.. Gene, 1994, 146, 257-259 et 
5 SIGNAS et al., J. Virol., 1985, 53, 672-678. 

Les amorces en 5' ei en 3' utilisees pour amplifier le gene codant 
pour la base du penton sont respectivement 5'-GGATCCGATGAGGAGACGAGCC- 
3' (SEQ ID N"l) et 5 ^- GG ATCC r7>j G.A.\.AGTGCGGCTTG-3 ' (SEQ ID N^2). 

Les amorces 5' et 3' utilisees pour amplifier le gene codant pour la 
10 fibre sont respectivement 5^-TTTCTTGAAlICCAGATGGCCAAGCGAGCT-3' 
(SEQ ID N^3) et 5'-AAAAGGAAITCCAATA.A.AAA.ATGTTG-3^ (SEQ ID N*^4). 

Les sites de clonage sont soulignes et sont respectivement BamH I, 
BamH I, EcoR I, EcoR I. Le codon d'initiation ATG est en gras et le codon stop TA.A 
(ou TTA dans le brin complementaire) est en italique. 
15 Les sequences des fibres et bases du penton de rAd2 et de VAd5 

sont notamment decrites dans Chroboczek L et al., Virology, 1987, 161, 549-554 et 
Virology, 1992, 186, 280-285 , Neumann R. et al.. Gene, 1988 69, 153-157. 

L'amplification par PGR est realisee sur les extraits d'ADN isoles a 
partir du virus, obtenus par propagation dans des cellules HeLa comme decrit dans 
20 HORWTTZ (« Adenoviridae and their replication », in Virology, Fields and Knipe, 
eds. Raven Press, New York, 1990). 

Le tampon de PGR contient par exemple: KCl 50 mNl, Tris-HCl a 
pH 8,3 10 mM, MgCb 1,5 mM, gelatine a 0,001%, ATP 200 )iM dTTP 200 pM, 
dCTP 200 IJ.M, dGTP 200 \xM et 2,5 unites d'ADN polymerase de Thermus aquati- 
25 ctis/lOQ \x\ de tampon. La PGR est realisee dans les conditions suivantes : apres denatu- 
ration 2 minutes a 94*^C, la PGR comprend 25 cycles de 1 min a 94''C, 1 min a 55°G et 
1 mina72°G. 
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2. Clo nage des produits PCR dans le vec teur in termediaire pCR- 

Scri pt™ . 

Le vecteur de clonage pCR-Script™ (Stratagene, Catalogue 
211 190, 1994) presente une grande efficacite de ligation d\ADN\ lors du donate des 
? produits PCR. 

Les produits de ramplification PCR sont fractionnes par electro- 
phorese sur gel d'agarose a 1 % dans un tampon TAE ; les bandes convenables sont 
separees et I\ADN est extrait selon la procedure GENECLE.A>J 11'^ (BiolOl, Inc.). Les 
fragments d'ADN contenant les genes codant pour la base du penton et la fibre sont 
10 clones, de maniere separee, dans le vecteur pCR-Script™ precite selon les indications 
du fournisseur. 

Les clones sont ensuite traites pour obtenir TADN, selon le procede 
decrit dans Sambrook et al {Molecular Cloning^ a Lahoratoiy Manual deuxieme edi- 
tion), au chapitre concernant les minipreparations d'ADN plasmidique. Dans ces con- 
15 ditions, la presence des genes codant pour la fibre et la base du penton de I'adenovirus 
est confirmee, en comparant la taille des fragments obtenus apres digestion par BamHT 
et EcoRI avec des produits standards, sur gel d'agarose. 

Les clones positifs sont amplifies, TADN plasmidique est isole et les 
genes de la fibre et de la base du penton sont obtenus apres digestion avec les memes 
20 enz\'mes de restriction (BamH I et EcoR I), conformement aux methodes de genie 
genetique usuellement utilisees dans le clonage moieculaire.(Sambrook: et al, precite). 

3. Clonage des gene s de fibres et de base du penton dans un vecteur 

d 'ex pression . 

Le vecteur de double-expression pAcUW31"^^ (Clontech) est utilise 
25 pour exprimer le dodecaedre. 

Premierement, le gene de la base du penton est introduit au niveau du 
site BamHI de ce vecteur, en amont du promoteur de la polyedrine. Le clonage est 
verifie par hybridation avec une sonde non-radioactive correspondant a la base du pen- 
ton contenant du dUTP lie a de la fluoresceine conformement a la procedure du kit 
30 ECL . L 'orientation de I'insert par rapport au promoteur est determinee dans les 
clones positifs par une analyse de restriction. 
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Dans une seconde etape, le gene codant pour la fibre est insere au 
niveau du site EcoRI dudit vecteur. en aval du promoteur du gene plO. Le clonaae et 
Torientation de Tinsert soni verifies comme precise ci-dessus. 

La sequence du gene codant pour la base et du gene codant pour la 
5 fibre soni verifiees dans le plasmide resultant. Aucune mutation n'est deteciee. De 
maniere similaire, les vecteurs qui portent seulement soit le gene codant pour la fibre, 
soit le gene codant pour la base du penton sont prepares et analyses comme decrit ci- 
dessus. 

Les plasmides d'expression qui portent soit les deux genes, soit Tun 
10 des deux genes dMnteret, sont transtbrmes dans une souche d^E. coli TG-l, comme 
decrit dans HANAHAN (J. Mol. Biol., 1983, 166, 557-580) et une purification du 
plasmide a grande echelle est realisee en utilisant les techniques de genie genetique bien 
connues (Sambrook et al,, precite). 

On peut egaiement, si nccessaire (dans le cas de T utilisation 
15 d'adenovirus comprenam deux fibres), mettre en oeuvre un vecteur de triple expres- 
sion, tel que decrit dans A.J. Belyaev et Roy (N.A.R., 1993, 21, 1219.1223). 

4. Transfection dans des cellules d'insectes . 

Les plasmides recombinants (100 ng) sont (separement) cotransfectes 
avec un baculovirus linearise (Clontech ; ADN viral BacPAK6'^ digere par Tenzyme 

20 Bsu36I) en presence de iipofectine*^ (GLBCO) dans des cellules de Spodoptera frugi- 
perda (SE21) et des cellules de Trichoplusia ni (High-Five'^ selon la technique decrite 
par KITTS et al. (N.A.R., 1990, 18, 19, 5667-5672). Cette methode permet d^obtenir 
une efficacite de transformation superieure a 80 %. Quelques clones sont choisis dans 
chaque cas et T expression est detectee par ia technique en Western blot, realisee avec 

25 des anticorps de lapin polyclonaux specifiques des antigenes de fibres et de bases du 
penton. 

5. Purification des clones positifs . 

Les isolats de baculovirus recombinants sont soumis a 3 repiquages 
sur plaques, suivis d'un titrage selon la methode de KJ>JG et POSSEE {The hacido- 
30 virus expression system, A laboratory guide, L A. KING and R.D. POSSEE, ed.: 
CHAPMAN & HALL, 1992). L'expression des deux proteines est suivie par la techni- 
que en Western blot telle que precisee ci-dessus. 
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6. Purification de la pro teine. 

La cinetique de Texpression de dodecaedre est suivie dans les deux 
types de cellules pendant 5 jours, sur les cellules adherentes, cultivees a ll^'C sur milieu 
TC 100 GmCO contenant 5 % de serum de veau fetal (cellules St21 ou SfP) ou sur 
5 milieu TC 100 GIBCO contenant 10 % dc serum de veau fetal (cellules Hieh Five'^'^). 
Dans la mesure ou le rendement en expression proteique est significativemenc plus 
important dans les cellules High-Five", une expression de proteines a grande echelle 
est realisee uniquement dans ces cellules. 

Les essais pour augmenter le taux d'expression par co-transfection 
10 dans des cellules dMnsectes avec un baculovirus portant les deux genes et difFerentes 
quantites de baculovirus ne portant qu'un seul gene, n'ont pas ete significatifs. 

3 jours apres Finfection avec le baculovirus recombinant (multiplicite 
de Finfection 5), des cellules High-Five sont recoltees dans un tampon Tris 10 mM 
pFI 8, contenant des inhibiteurs de la protease. 
15 La lyse cellulaire est realisee en mettant en oeuvre 3 cycles de conge- 

lation-decongelation dans le meme tampon Tris. L'extrait de la lyse est debarrasse des 
elements solides (debris cellulaires et noyaux) par centrifligation pendant 5 min a 
7 000-10 000 g, puis est soumis a un gradient de saccharose variant de 15 a 40% 
(11 ml) dans un tampon de gradient comprenant du glycerol 10%, NaCI 150 mM, 
0 Tris-HCI 10 mM pH 7,4 et EDTA 2 mNF 

Apres 18 heures de centrifligation a 4°C dans un rotor Beckman SW 
41, a 121 000 g, en haut du tube et a 275 OOOg en bas du tube ; Fechantillon ainsi traite 
est recupere par le haut, par fractions de 800 ^il. 

Dans ces conditions, le dodecaedre est recupere dans les fractions 
5 contenant 31-38 % de saccharose. Ces fractions sont melangees et dialysees contre un 
tampon de gradient sans saccharose et glycerol. 

Le dodecaedre est concentre par centrifligation sur Centritrep'"^ 

(Amicon). 

Les figures 2A et 2B illustrent les resultats obtenus apres purification 
0 du dodecaedre : elles sont obienues a partir d'aliquots de chaque fraction, obtenue a 
panir du gradient de saccharose comme decrit ci-dessus, denatures a la chaleur en pre- 
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sence de SDS a 1 % et electrophorese dans deux gels SDS-polyacr\'lamide a 10 % ; les 
proteines sont analysees sur Tun des gels par transfert de proteines, suivi d'une reac- 
tion avec des anticorps specifiques anti-fibre et anti-base du penton {Western blot) 
(figure 2A) et sur le deuxieme gel, par coloration au Bleu de Coomassie Brilliant. Les 
5 fi^actions situees en haut du tube contiennent les bases du pentons et fibres libres et les 
fractions recuperees dans la zone 31-38% de saccharose, contiennent le complexe 
proteique dodecaedrique selon Tinvention. 

La figure 5 represente une micrographie electronique de dodecaedre- 
fibre d*Ad3 colore negativement ; la figure superieure illustre un champ contenant un 

10 certain nombre de dodecaedres dans des orientations differentes, alors que les figures 
numerotecs 2, 3 et 5 illustrent des dodecaedres sur un film-suppon selon leurs 
differents axes de symetrie (d'ordre 2, d'ordre 3 et d'ordre 5, respectivement) , dans la 
figure illustrant I'axe de symetrie d'ordre 5, 10 fibres sont visibles, alors que les 1 leme 
et I2eme fibres sont probablement dans le plan vertical par rapport au plan du papier. 

15 La figure 6 represente une micrographie electronique de dodecaedre- 

base d'Ad3 colore negativement ; la figure superieure illustre un champ contenant un 
certain nombre de dodecaedres dans des orientations differentes, alors que les figures 
numerotees 2, 3 et 5 illustrent des dodecaedres sur un film-support selon leurs 
differents axes de symetrie (d'ordre 2, d'ordre 3 et d'ordre 5, respectivement). 

20 Ces fi-actions contiennent des particules spheriques consistant cn pen- 

tons (figure 5), associes en dodecaedre, par I'intermediaire de leurs bases. 

Dans les figures 5 et 6, les differents axes de symetrie d'ordre 2, 
d'ordre 3 et d'ordre 5, sont aisement reperables. 

Le diametre du dodecaedre avec les fibres (entre les tetes opposees 

25 de 2 fibres) est de 49 nm, alors que le diametre de la partie base (de la partie superieure 
d'une base a la partie superieure de la base opposee) est de 27,8 nm (diametre presque 
identique au diametre du dodecaedre sans fibre (27,5 nm)). Les pentons des dode- 
caedres dissocies que Ton peut trouver, presentent une taille de 2L4 ± 1 nm (n=24), 
mesuree de la partie inferieure de la base a Textremite de la tete de fibre 

30 L'interieur du dodecaedre est constitue d'une cavite ayant un volume 

interne d'environ 350 nm^. 
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7. Role de la base du penton dans la formation du d odecaedre 
Les dodecaedres formes a partir de bases du penton et de fibres 
peuvent etre formes dans des cellules d'insecte, non seulement a travers ie processus de 
co-expression a panir d'un baculovirus portant deux genes, mais egalemeni a partir 
5 d'un co-infection avec deux baculovirus, chacun de ceux-ci portant un cene (ficures 
3 A, B). 

C'est cette approche qui a ete choisie pour etudier Ie role de la base 
du penton dans la formation du dodecaedre. 

Lorsqu'une base Ad2 est utilisee avec une fibre Ad2 ou une fibre 
10 Ad3, les proteines obtenues dans les fractions de saccharose de densite elevee, contien- 
nent des agregats non-structures de pentons (figure 4D) ou de bases (figure 4E). 

Des pentons d'adenovirus chimeriques peuvent etre formes //; vv/ra, 
par incubations de fibres purifiees et de bases du penton derivees de differents sero- 
types. 

15 A panir d'une telle methode, on a obtenu des dodecaedres consistant 

uniquement en bases. Apres incubation d'un dodecaedre fait uniquement de bases Ad3 
avec des fibres Ad2 natives, isoiees de cellules infectes par Ad2, on obtient des 
dodecaedres portant les fibres heterologues inserees (figures 4 et 7). 

Ces experiences montrent qu'en ce qui concerne Petude des adeno- 

20 virus Ad2 et Ad3, la formation d'un dodecaedre depend de la presence de la base Ad3 
et non de la base Ad2. 

Lorsque la base du penton Ad3 est exprimee seule dans le systeme 
baculovirus, on la retrouve pratiquement exclusivement sous la forme dodecaedrique 
(Figure 3C) 

25 La formation de dodecaedre chimerique, lorsque des fibres Ad2 sont 

inserees dans un dodecaedre-base preforme, confirme les resultats precedents concer- 
nant la formation de pentons chimeriques. 

Les figures 3 et 4 illustrent le role de la base du penton dans la for- 
mation du dodecaedre. L 'analyse en Western blot des different es fractions du gradient 

30 de densite du saccharose est realisee comme illustre a I'exemple 1 : figure 3 A : co- 
expression de la base et de la fibre Ad3, a partir d'un baculovirus ; figure 3B ; co- 
expression de la base et de la fibre Ad3, a partir d'une coinfection avec deux bacu- 
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lovirus, chacun portant Tun des genes ; figure 3C : expression de la base Ad3 ; figure 
4D : expression de la base Ad2 et de la fibre Ad3, a partir d'une coinfection avec deux 
baculovirus portant chacun un gene ; figure 4E : expression de la base Ad2 ; fiuure 4F : 
formation in vitro d'un dodecaedre par incubation d'un dodecaedre-base (Ad3), pre- 
5 forme in vivo, avec des fibres Ad2 natives. 

EXEMPLE 2 : Accumulation intracellulaire de dodecaedres 

Les figures 8 et 9 sont des photos qui iilustrent I'internalisation du 
dodecaedre dans les cellules HeLa. 

Pour reaiiser ces photos, des portions de S IO*^ cellules HeLa sont 

10 cultivees dans un milieu DMEM contenant 10% de serum de veau fetal, sur lamelles 
(diametre : 1,2 cm). Chaque lamelle est incubee 2 heures a 4°C avec 1 fj.g de dode- 
caedre dans 50 |il de PBS-BSA a 3 %. Les cellules sont lavees 2 fois avec du PBS 
fi-oid et incubees a 37°C dans du PBS-BSA a 3 % pendant 0 a 45 min. Les cellules sont 
fixees et permeabilisees par un traitement au methanol pendant 5 min a -20°C. Les 

15 lamelles sont ensuite incubees pendant 1 heure a 37*^C avec un anticorps contre la fibre 
(1:200, 50 III dans du PBS-BSA a 3 %/lame!le), lavees 2 fois avec du PBS. puis 
incubees pendant 30 min avec un anticorps conjugue a la fluoresceine (1:250. 50 |j,l 
dans du PBS-BSA a 3 %/lamelle). Apres un dernier lavage dans du PBS, les lamelles 
sont montees sur une plaque de microscope avec une gouttc de L4-diaza- 

20 bicyclo[2.2.2.]octane (Sigma) a 50 mg/ml dans du glycerol a 50 %-PBS a 50%. Les 
observations sont realisees sur un microscope confocal MRC600 (Bio-Rad). 

Les figures 8 et 9 montrent qu' apres incubation a 4'^C, il y a seule- 
ment attachement du complexe proteique dodecaedrique auxdites cellules, alors qu'a 
37°C, il y a intemalisation dudit complexe, 

25 A 4°C, le dodecaedre est a la surface des cellules (visible apres colo- 

ration avec un anticorps anti-fibre) ; lorsque les cellules HeLa sont transferees a 37''C, 
les figures 8 et 9 iilustrent revolution de T intemalisation du dodecaedre, en fonction du 
temps : jusqu'a 5 minutes, Timage est tres similaire (pas d'intemaiisation) ; apres 10-15 
minutes (figure 8) d'incubation, on observe un transfert massif du dodecaedre au 

30 voisinage de la membrane nucleaire. Une incubation plus longue (20-45 minutes, figure 
9) montre un signal plus diffiis, ce qui illustre Tevacuation cytoplasmique du dode- 
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caedre. Des resultats similaires sont obtenus lorsque le devenir du dodecaedrc est suivi 
avec un semm anti-base. 

Une experience similaire est realisee avec un dodecaedre constitue 
uniquement de bases d'Ad3. Aucun attachement ou internalisation n'est obsene par 
5 microscopic electronique confocale lorsque Ton utilise un rapport molaire comparable 
a celui utilise dans Inexperience precedente. Cependam, lorsque des quantites plus 
importantes de dodecaedre-base sont utilisees, une internalisation est obser^'ee. Des 
quantites de dodecaedre-base 10 a 20 fois plus importantes sont necessaires pour 
obtenir un degre dMnternalisation equivalent a celui obtenu avec le dodecaedre-fibre. 
10 La figure 10 illustre les resultats obtenus apres une heure d'internalisation. Des resul- 
tats similaires sont obtenus apres 30 minutes d 'internalisation. 

Ces experiences montrent que Tabsence de fibre peut etre compensee 
par des quantites plus importantes de dodecaedre-base ; cependant, la presence de fibre 
confere au dodecaedre une efficacite superieure, au moment de Tentree des cellules. 
5 Ces resultats peuvent etre expliques dans la mesure ou pour 

Tadenovirus de serotype 2 (Ad2), Taffinite de liaison de la fibre est 30 fois^superieure a 
celle de la base du penton (K^s de 1,7 et 55 nM, respectivement). 

A la temperature a laquelle se realise Tattachement et 
r internalisation du virus, on a montre que le dodecaedre Ad3 s'attache aux cellules 
0 HeLa et que 10 a 20 minutes, a la temperature adaptee a Tentree du virus, le dode- 
caedre est retrouve dans le cytoplasme, cible a la surface cvtoplasmique de la 
membrane nucleaire. La cinetique globale semble etre similaire a celle des premieres 
etapes d'une infection virale, lorsque 20 minutes apres Tattachement, environ 50 % de 
r inoculum viral entrant (Ad5) est a la peripheric du noyau. 
5 Dans le cas de Tentree cellulaire du dodecaedre Ad3, Tintegrite du 

dodecaedre et de ses composants n'est pas compromise ni pendant les premieres 20 
minutes, ni plus tard (figures 8 et 9). 
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EXEMPLE 3 : Transfection de cellules humaines avec le gene de la luciferase en 
iitilisant le dodecaedre Ad3 avec ou sans fibre et un peptide bifonctionnel : 
comparaison de refficacite de transfection d'un complexe proteique adenoviral 
selon I'tnvention, par rapport a un adenovirus recombinant ou des liposomes 
5 (DOTAP). 

- Preparation du peptide 

Le peptide bifonctionnel synthetise comporte 20 acides amines 
correspondant a la partie N-terminale de la fibre Adj et 20 lysines du cote C-terminal, 
qui donneront un polycation pouvant fixer des poiyanions comma T.ADN. 
10 sequence du polypeptide I : AKRARLSTSFNPVYPYEDES(K)2o(SEQ ID N°5). 

D'autres peptides bifonctionnels peuvent etre construits ils 
comportent, par exempie, Textremite N-terminaie de n'impone quelle fibre 
d'adenovirus et se prolongent vers leur extremite C-tcrminale soit par (1) une poly- 
arginine ou (2) une partie ou une sequence complete de proteine de coeur de n'importe 
15 quel adenovirus, telle que proteine VII, proteine |i des adenovirus humains, ou des 
proteines de coeur homologues rencontrees dans les adenovirus d'autres animaux. 

Les 4 peptides suivants ont egalement ete synthetises ; 

- polypeptide II (50 aminoacides) : 
AKR.ARLSTSFNPVYPYEDES SRRRRRSRPTTVSNRLVVVSTRIUtSSRIU^ 

20 (SEQ ID N=6) 

- polypeptide III (42 aminoacides) : 
SFNPVYTYEDES SIUmRRSRPTTVSiNRLVWSTI^UlSSl^^ (SEQ ID N°7) 

- polypeptide IV : 

SFNTVYPYEDES MRRAHHRRRRASHR (SEQ ED N°8) 
25 - polypeptide V : 

SFNPVYPYEDES GRRRKRTATRRRS (SEQ ID N^9) 
Dans les polypeptides II et III, le fragment C-terminal. en gras, de 30 
aminoacides, correspond a la sequence complete de la proteine \ni de Tadenovirus 
aviaire serotype 1 (FAVl ou CELO) et la partie soulignee correspond a un fragment 
30 plus ou moins long de la fibre d'Ad3. 
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Dans les pofypeptides IV et V\ la panic C-terminale, en gras, corres- 
pond respectivement a la proteine u de I'adenovirus humain et a la proteine ]X de I'Adl 
aviaire CELO. 

Tous ces peptides bifonctionnels peuvent etre utilises pour la trans- 
5 fection d'ADN, separement ou en melange. 

- Pre paration du plasmide contenant TADN a transporter fsubstance 

active) 

Le plasmide codant pour le gene reporteur de la luciferase (pGL3- 
control vector) (Promega) est produit chez E. coli JM 109 et purifie par Qiagen. 
10 - Methode 

Melange 1 ; Des echantillons de dodecaedre avcc ou sans fibre sont 
incubes dans un milieu DMEM avec 5 |ig de peptide bifonctionnel pendant 1 5 minutes, 
a temperature ambiante, puis 1,5 ^ig de plasmide pGL3 ponant le gene de la luciferase 
sont ajoutes. 

1 5 Melange 2 : par ailleurs, un melange de DOTAP (Boehringer) et de 

1,5 jag de plasmide pGL3, est prepare, comme precise par le foumisseur, avec un 
rapport DOTAP/ADN de 4. 

Des portions de 10^ cellules HeLa^puits, dans une plaque compre- 
nant 24 puits, sont transfectees en parallele, avec les melanges ci-dessus et avec 
20 Padenovirus recombinant Ad51uc, pendant une heure a 37°C. 

L'emission de lumiere est mesuree dans des lysats cellulaires, 48 
heures apres, a I'aide du kit Promega. 

La figure 1 1 illustre les resultats obtenus. 
EXEMPLE 4 : Mise en evidence de I'interaction du peptide bifonctionnel avec le 
25 complexe proteinique adenoviral selon Pinvention et TADN plasmidique a trans- 
porter. 

Des complexes ADN/peptide/dodecaedre-penton et ADN/pep- 
tide/dodecaedre-base sont prepares comme precise dans les essais de transfection (voir 
exemple 3), sans ajout de milieu ; les micrographies electroniques de ces complexes 
30 sont illustrees aux figures 12A et 12B et montrent TADN dans une forme compacte 
avec le dodecaedre-penton (A) le dodecaedre-base (B). En parallele, des quantites 
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croissantes de dodecaedre-base sont incubees avec 200 ng de peptide pendant I 5 
minutes a temperature ambiante , 250 ng d'ADN plasmidique sont aioules, puis 5 
minutes plus tard, les echantillons sont deposes sur un gel d^agarose a 1 fait dans un 
tampon TBE, puis sont soumis a une elecirophorese pendant 1 heure a 50 volts. 
5 L'ADN est revele par coloration au bromure d'ethidium, suivi par 

une visualisation aux UV. Tous les echantillons contiennent de TADN plasmidique. La 
piste 1 correspond a de 1\\DN plasmidique seu! ; la piste 2 correspond a de TADN 
plasmidique melange au dodecaedre-base (pas de peptide) ; les pistes 3 a 7 compren- 
nent de TAJDN plasmidique, le peptide bifonctionnel et respectivement I, 10, 100, 500 
10 et 1 000 ng de dodecaedre-base ; les pistes 8 a 12 comprennent de TADN plasmidique, 
le peptide bifonctionnel et respectivement 1, 10, 100, 500 et 1 000 ng de dodecaedre- 
penton. 

Cette figure montre bien que le peptide s'attache au dodecaedre et au 
plasmide et modifie la structure : TADN plasmidique devient compact et la migration 
15 est retardee ; presence d'une bande intermediaire (voir fleche) ou meme absence de 
migration (voir pistes 6 et 7). 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, Tinvention ne se limite nul- 
lement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d'application qui vien- 
nent d'etre decrits de fagon plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
20 variantes qui peuvent venir a Tesprit du technicien en la matiere, sans s^ecarter du 
cadre, ni de ia portee, de la presente invention. 
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LISTE DE SEQUENCES 



( 1 ) INF ORKATIOKS G^NERALHTS : 

{!) DEPOSAI^IT: 

(A) NOM: COM>:iSSARIAT A L'ENERGIE A70MIQUE 

(B) RUE: 3i-3 3 RUE DE LA "EDERATIOK* 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAZ.: 75015 

(A) 
(B) 
(C) 
(E) 
(F) 

(A) NCM: CHROBOCZEK Jadwiga 

(B) RUE: 2 2 COURS DE LA LIBERATION 

(C) VILLE: GRENOBLE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 3 810 0 

NOM: FENDER PASCAL 

RUE: 6 7 AVENUE ALSACE LORRAINE. APPT 6 07 
VILLE: GRENOBLE 
PAYS : FRANCE 
CODE POSTAL: 38000 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: COMPLEXE PROTEIQUE ADENOVIRAL, 

PROCEDE DE PREPARATION, COMPOSITION LE CONTENANT ET SE3 
APPLICATIONS , 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 9 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATELT^: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEMS D' EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patientin Release #1.0, Version #1.30 (GEB) 

(vi) DONiaEES DE LA DEMANDE ANTERIEURE: 

(A) NUMERO DE LA DEMANDE: FR 9 5 1340 6 

(B) DATE DE DEPOT: 13-NOV-1995 

(vi) DOMNEES DE LA DEMANDE ANTERIEURE: 

(A) NUMERO DE LA DEMANDE: FR 9b 04843 

(B) DATE DE DEPOT: 18-APR-1996 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "amorce" 
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RUE: 3 RUE MICHEL ANGE 
VILLE: PARIS 
PAYS: FR^^U^JCE 

CODE POSTAI. : 7 5794 CEDEX 
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(xi) DESCRIPTION DS LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1; 
GGATCCGATG AGGAGACGAG CC 2 2 

(2) INrORXATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CAR/vCTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2 3 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Auzre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "amorce" 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
GGATCCTTAG AAAGTGCGGC TTG 2 3 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucieocide 

(C) NOMBRE DE BRINS: sirr.ple 

(D) COMr IGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "amorce" 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
TTTCTTGAAT TCCAGATGGC CAAGCGAGCT 3 0 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2 6 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGL-RATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "amorce" 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
AAAAGGAATT CCAATAAAAA ATGTTG 2 6 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 40 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGU-RATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

Ala Lys Arg Ala Arg Leu Ser Thr Ser Phe Asn Pro Val^ T\'r Pro Tyr 

1 5 ' 10~*--i5*-^ 

Giu Asp Glu Ser Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lvs Lvs Lvs Lys 
, 20'- 25 ^ ^ 30 ' 

Lys Lys Lvs Lvs Lys Lys L>-s Lys 
3 5 40 

(2) INF ORICATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CAPJ^CTERISTTQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 50 acides an-.i-es 
(3) TYPE: acide amine 
(C) N0M3RE DE BRINS : simple 
fD) CONFIGURATION: lineair.e 

(ii) TYPE DE MOLECULE: pepcide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID MO: 6: 

Ala Lys Arg Ala Arg Leu Ser Thr Ser Phe Asn Pro Val Tyr Pro Tyr 
1 - ■ 5 ■ ^ 10- - 15 

Glu Asp Glu Ser Ser Arg Arg Arg Arg Arg Ser Arg Pro Thr Thr Val 
20 25 30 

Ser Asn Arg Leu Val Val Val Ser Thr Arg Arg Ara Ser Ser Ara Arg 
35 40 45 

A.rg Arg 
50 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 42 acides amines 
(3) TYPE: acide amine 

(C) N0M3RE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION; lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 

Ser Phe Asn Pro Val Tvr Pro Tyr Glu Asd Glu Ser Ser Arg Arg A^g 
i 5 10^ 15 

Arg Arg Ser Arg Pro Thr Thr Val Ser Asn Arg Leu Val Val Val Ser 
20 25 30 

Thr Arg Arg Arg Ser Ser Arg Arg Arg Arg 
35 40 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2 6 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGLT^TION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
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(xi) DESCRIPTION D£ LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 3: 

Ser Phe Asn Pro Val Tyr Pro T^/r Giu Asp Glu Ser Met Arg Ara Ala 
1 5 13 15" 

His His Arg Ara Arg Arg Ala Ser His Arg 
20' 25 

(2) INFORR^TICNS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES D£ LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 2 5 acides amines 
(E) TYPE: acide amine 
(C) NOMBRE DE 3RINS : simple 
fD) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

Ser Phe Asn Pro Val Tyr Pro Tyr Glu Asp Giu Ser Glv Arg Arg Arg 
1 5 10 15 • 

Lys Arg Thr Ala Thr Arg Arg Arg Ser 
20 25 
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REVENDICATfONS 

1*^) Compiexe proteique adenoviral, caractcrise en ce qu'il est consti- 

tue : 

- soit de 12 pentons, comprenant chacun au moins une fibre et une 
5 base de penton, a Texciusion de tout autre element constitutif du genome d'un adeno- 
virus, lesqueiles fibre(s) et base du penton sont derivees soit du meme adenovirus, soit 
d'adenovirus differents, lesdits pentons etant lies par les bases de penton et formant 
une structure en dodecaedre, stable aux enzymes proteolytiques, lequel compiexe 
presente un poids molecuiaire compris entre 4,8. 10^' et 6,6. 10^ ; 
10 - soit de 12 bases de penton, a Texclusion de tout autre element 

constitutif du genome d'un adenovirus, lesqueiles bases de penton sont derivees soit du 
meme adenovinjs, soit d'adenovirus differents, et torment une structure en dodecaedre, 
stable aux enzymes proteolytiques et en ce qu'il presente un poids molecuiaire compris 
entre3,2.10^'et4.10^. 

15 2°) Compiexe proteique adenoviral selon la revendication 1, caracte- 

rise en ce que lesdits adenovirus sont selectionnes parmi les adenovirus humains et 
notamment Tadenovirus de type 2 (Ad2), Tadenovirus de type 3 (Ad3), Tadenovirus de 
type 5 (Ad5), Tadenovirus de type 4 (Ad4), Tadenovirus de type 7 (Ad7), Tadenovirus 
de type 9 (Ad9), Tadenovirus de type I I (Adl 1), Tadenovirus de type 15 (Ad 15) ou 
20 les adenovirus enteriques (Ad40 et Ad4 1 ) et les adenovirus aviaires. 

3") Compiexe proteique adenoviral selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, caracterise en ce que au moins Tun de ses constituants (base et/ou 
fibre) peut etre modifie pour augmenter raffmite vis-a-vis d'un type cellulaire panicu- 
lier. 

25 4°) Compiexe proteique adenoviral selon Tune quelconque des 

revendications 1 a 3, caracterise en ce quW comprend en outre au moins un hexon ou 
une autre proteine virale. 

5^^) Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'eile 
comprend essentiellement un compiexe proteique adenoviral selon Tune quelconque 
30 des revendications 1 a 4 et au moins une autre substance chimique. 

6*^) Composition selon la revendication 5, caracterisee en ce que 
ladite substance chimique est selectionnee dans le groupe constitue par des sequences 



BNSDOCID:<WO 9718317A1> 



wo 97/18317 



PCT/FR96/01790 



30 

nucleiques, des proteines, des peptides et des substances chimiques pharmacologi- 
quement actives. 

7°) Composition selon la revendicaiion 5 ou la revendication 6, 
caracterisee en ce que lorsque la substance chimique est une proteine, elle presente, de 
5 preference, des proprietes immunoprotectrices et antigeniques. 

8°) Composition selon la revendication 5 ou la revendication 6, 
caracterisee en ce que lorsque la substance chimique est une sequence nucleique, elle 
est selectionnee parmi les genes qui codent pour un polypeptide presentant une activite 
therapeutique, les sequences anti-sens et les ribozymes. 
10 9°) Composition selon la revendication 8, caracterisee en ce que 

lorsqu'elle comprend une sequence codante, elle comprend en outre un promoteur actif 
pour Texpression du polypeptide, lequel promoteur est selectionne dans le groupe 
constitue par des promoteurs constitutifs et des promoteurs inductibles. 

10"^) Composition selon Tune quelconque des revendications 5, 6, 8 
15 ou 9, caracterisee en ce que lorsque ladite substance active est une sequence d'acide 
nucleique ou une proteine, elle peut etre associee a un ligand convenable. 

11°) Composition selon la revendication 10, caracterisee en ce que 
ledit ligand convenable est selectionne parmi les substances aptes a produire une liaison 
avec ladite substance chimique. 
20 12°) Composition selon la revendication 11, caracterisee en ce que 

ledit ligand est selectionne parmi les peptides dont la panic N-terminale comprend la 
sequence en aminoacides N-terminaie d'une fibre d'adenovirus de n'importe quel sero- 
type et dont la partie C-terminale comprend notamment une polylysine, une poly- 
arginine ou une partie ou la sequence complete d'une proteine de coeur de n'importe 
25 quel adenovirus, une cysteine ou un complexe transferrine/poly-L-lysine. 

13^^) Composition selon Tune quelconque des revendications 5 a 12, 
caracterisee en ce qu'elle comprend, en outre, au moins un vehicule pharmaceutique- 
ment acceptable. 

14^) Composition comprenant essentiellement un complexe proteique 
30 adenoviral et une substance chimique selectionnee parmi les sequences nucleotidiques, 
les proteines et les substance chimiques actives pharmacologiquement, selon Tune 
quelconque des revendications 5 a 13, en tant que medicament. 
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15"^) Composition comprenant essentiellement un complexe proteique 
adenoviral et une substance chimique selectionnee parmi !es proteines salon Tune 
quelconque des revendications 5 a 7, en tant que preparation vaccinale. 

16^) Composition selon Tune quelconque des revendications 5 a 13, 
5 comprenant un complexe proteique dodecaedrique adenoviral et une substance 
chimique selectionnee parmi les sequences nucleotidiques, les substances immuno- 
genes, et les substances chimiques pharmacologiquement actives selectionnees dans ie 
groupe constitue par les substances anticancereuses, pour son utilisation dans le 
traitement des maladies humaines ou ariimales impliquant des cellules exprimant des 

10 recepteurs specifiques des fibres d'adenovirus et/ou des cellules exprimant les recep- 
teurs des integrines, notamment des integrines UvP? ou avP5, telles que les cellules epi- 
theliales, les cellules endotheliales, les plaquettes sanguines, les cellules lymphoides et 
les cellules cancereuses et liberant une quantite efficace de ladite substance chimique 
active aux dites cellules. 

15 17^) Precede de preparation d'un complexe proteique, derive d'un 

adenovirus selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

(1) le clonage separe ou simultane du (o]j des) gene(s) codant pour 
la/les fibre(s) d'un adenovirus et du gene codant pour la base du penton d'un adeno- 

20 virus, lesdits genes etant issus soit du meme adenovirus, soit d'adenovirus differents, 
dans au moins un vecteur baculovirus, pour Tobtention de plusieurs plasmides recom- 
binants contenant soit un gene, soit deux genes ou pour Tobtention d'un plasmide 
recombinant contenant simultanement deux ou trois genes , 

(2) la co-transfection du ou des plasmides recombinants et d'un 
25 fragment linearise d'ADN de baculovirus, dans une cellule d'insecte , 

(3) le criblage et la selection des clones recombinants de baculovirus 
exprimant, separement ou a la fois la/les fibres et la base du penton ; 

(4) la purification des clones selectionnes correspondant a des bacu- 
lovirus recombinants replicables, contenant un ou plusieurs desdits genes, issus d'au 

30 moins un adenovirus et exprimant les proteines correspondantes ; 

(5) r extraction des proteines exprimees par lesdits baculovirus 

recombinants ; et 
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(6) la purification du complexe proteique dodecaedrique, par appli- 
cation de Textrait obtenu en (5) sur un gradient de saccharose, dont la fourchette de 
concentrations varie en fonction du poids moleculairc ci de la densite des dodecaedres 
obtenus et recuperation des fractions, dans la zone des concentrations elevees en 
5 saccharose. 

18"^) Procede selon la revendicaiion 17, caracterise en ce que le vec- 
teur bacuiovirus utilise comprend une cassette de double, triple ou multiple expression. 

19"^) Procede selon la revendication 17 ou la revendication 18, carac- 
terise en ce que les cellules d'insecte de Tetape (2) sont selectionnees dans le groupe 
1 0 constitue par les cellules de Spodoptera frugiperda et les cellules de Trichoplusia ni, 

20'') Procede selon Tune quelconque des revendications 17 a 19, 
caracterise en ce que la co-transfection de Tetape (2) est mise en oeuvre dans des cellu- 
les de Spodoptera frugiperda et le procede comprend une deuxieme etape (4') de 
transfection des clones purifies de bacuiovirus recombinants obtenus a Tetape (4), dans 
1 5 des cellules dMnsecte Trichoplusia ni, 

21°) Procede selon Tune quelconque des revendications 17 a 20, 
caracterise en ce que la cellule d'insecte Spodoptera frugiperda de Tetape (2) est 
selectiomiee dans le groupe constitue par les cellules Sf21 et les cellules Sf9. 

22°) Procede selon la revendication 20, caracterise en ce que la trans- 
20 fection de Tetape (4') comprend la co-transfection de bacuiovirus recombinants qui 
contiennent les deux genes issus d'adenovirus precites, eventuellement associes a des 
bacuiovirus recombinants qui contiennent un seul des deux genes issus d'adenovirus. 

23°) Procede de preparation d'un complexe proteique, derive d'un 
adenovirus selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il 
25 comprend : 

- une etape (1) selon la revendication 17, 

- une etape (2) d'isolement des plasmides recombinants et de 
transfection de cellules d'insecte avec lesdits plasmides recombinants, et 

- des etapes (3) a (6) selon la revendication 1 7. 
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